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CAPITULO 1
I GENERALIDADES DE Aeromanas hydrophila.
1.1. Taxonomia del género Aeramanas.

Este género fue primeramente descrito por Kluyver y van
Niel en 1934 gquienes reconocieron & una bacteria a la cual le
dieron el nombre de Aeromonas liquefasciens, el género fue mas
tarde estudiado por Miles & Miles en 1951 quienes llegaron a 1la
conclusion de que si la produccién de butanediol a partir de 1la
‘fermentacidén de la glucosa se establecia como caracteristica de
un grupo homogéneo, el género.ﬁeramonas debfa ser aceptado.

En la actualidad, los miembros del género Aeromonas estan
ahora claramente diferenciados de las bacterias de la familia
Enterobacteriaceae y de los miémbros del género Pseudomonas vy
Vibria; sin embargo, la clasificaciéon de las especies Yy
subespecies de este género no esti plenamente establecida debido

'a'que existe una marcada discrepancia bentre los diferentes
investigadores de dicho género. Para Popof (51),(53), todas las
especies conocidas como moviles: Aeramanas hydrophila, Aeromonas
sabria, Aeramanas caviae deberian agruparse en un sélo grupo; en
cambio, la clasificacién hecha por Schubert (59) que esta
registrada en la Ba. edicién del Manual de Bergey establece las
siguientes especies y subespecies:

Es pecie: Subespecie:

1.~ Aeramonas hydraphila a) hydrophila
b) anaeragenes
c) praoteolytica.

2.~ Aeramanas punctata a) punctata
b) caviae

3.~ Aeromaonas salmanicida a) salmonicida
b) achromogenes
;) masaucida

Al realizar Popof estudios taxondmicos posteriores, la

EALLA DE ORIGEN



clasificacion anterior sufridé variaciones en el Manual de
Bacteriologifa Sistemitica (52) quedando como sigue:
Especie: 4Subespecie:
1.- Aeramonas hydrophila
2.~ NReromanas sobria
3.~ Aeromaonas caviae
4.~ Aeramonas salmonicida a) salmonicida
‘b) masoucida
c) achromagenes.

A Aeromanas hydrophila, Aeromonas sobria y Aeromonas caviae
&2 les conoce como meséfilas, asi como a Aeromonas salmanicida vy
a sus tres subespecies, como psicréfilas.

En los ultimos affos se ha propuesto la inclusidn de nuevas
especies y subespecies dentro de este género.

Sin embargo, las especies o fenoespecies antes mencionadas
no reflejan la complejidad genética de este género que a su vez
se le ha clasificado en 12 genoespecies o0 grupos de hibridacidén
del ADN que son los siguientes (2):

DHG L: Aeromonas hydrophila

DHG 2: Aeromonas hydrophila

DHG 3: Aeromonas hydrophila y Aeromonas salmonicida

DHG 4: Aeromonas caviae

DHG 5A: Aeromonas caviae

DHG 5B: Aeromonas caviae y Aeromonas media.

DHG 6: Aeomonas eucrenophila

DHG 7: Aeramonas sobria

DHG B8: Aeromonas sabria

DHG 9t AReromonas sabria

DHG 10: Aeromonas veronii

DHG 11: Cepas de Aeromonas con caracteristicas parecidaé a las de
Aeramonas veranii

DHG 12: Aeromonas schubertii

Schubert (58) hizo otra clasificacién tomando en cuenta
tanto las caracteristicas fenotipicas como las genotipicas de

Aeromaonas. Establecid 3 grupos , el primero o grupo I incluye a

2 N ! y -
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las especies relacionadés genotipicamente con Aeraomonas sobria,

el seqgundo grupo o grupo IlI camprende a las bhacterias

relacionadas genotipica y fenotipicamente con Aeromonas sabria y
Aeromonas veronii y, por ultimo, el tercer grupo o grupo J, que

agrupa a laos genatipos de Aeromaonas hydrophiia.

Las clasificaciones antes mencionadas son poco practicas
para los laboratorios clinicos debido a que la mayoria de los
sistemas comerciales identifican a 1las bacterias del género
Aeramonas en tres especies fenotipicamente separables: Aeromonas
hydrophila, Aeromonas sobria, v Aeromaonas caviae (3).

En base a estudios genéticos moleculares realizados, se ha
propuesto la exclusiétn del género Aeromonas de la familia
Vibrionaceae para colocaric en una nueva familia llamada
Aeramanadaceae (15).

‘1.2 Morfologia..

Por sus caracteristicas morfoldgicas, el género Aeraasonas se
ha dividido en dos grupos, uno de ellos incluye a las especies de
Aeramonas hydrophila, Aeromonas caviae y Aeromanas saobria.

Lss especies de este grupo muestran una gran variedad tanto
de forma como de tamaffo. Algunas células aparecen como bacilos
cortos, en camhio, otras se presentan en forma de filamentos
delgados. En raras ocasiones muestran una curvatura somatica, no
tan marcada como en las eépecvies del género Vibrio. '

Generalmente son células en forma de bacilos con puntas
redondeadas. Miden de 0.3u - 1.0u4 de ancho por 1.0 - 3.54 de
largo. Se agrupan en pares, cadenas cortas o solas. Son Gram
negativas (52).

Son células méviles, en medio liquido las bacterias
presentan un solo flagelo polar, es decir monotrico; en medio
s6lido 1los cultivos joévenes tienen flagelos peritricos. La
longitud del flagelo polar es de 1.7u. La mayoria de las especies
flageladas forman, en cultivos jé6venes, un flagelo polar. Cuando
la incubacién sobrepasa la fase logaritmica de crecimiento, las
céluas exhiben sdlo la flagelacidn polar (52).

La temperatura optima de crecimiento de las especies de este



grupo es de 28°C, aunque puede crecer a 50°C. La temperatura
maxima de crecimiento es de 38°C a 41-C.

La morfologia colonial en agar nutritivo aparece como
colonias convexas, con bordes regulares y superficie lisa,
translucidas, de color blanco, su olor varia de extremadamente
fuerte a inodoras.

Dentro de este grupo no hay ninguna especie que produzca
algun tipo de pigmento.

1.3 Productos celulares.

El género Aeromonas produce una gran variedad de productos
principalmente extracelulares (24). Por su parte Aeromanas
hydrophila tiene un perfil extracelular muy parecidn‘ al de
Aeraomonas spbria aunque raramente la segunda produce elastasa.
Ambas producen enzimas que estan relacionadas antigénicamente,
entre éstas se encuentran varias hemolisinas y proteasas.

Aeramanas hydrophila produce gelatinasa,
desoxirribonucleasa, ribonucleasa y Tween 80-esterasa.

Los productos extracelulares que sintetiza Aeramanas
hydrophila son los siguientes:

a) Toxinas citoliticas:
a~hemolisina
-hemolisina (aerolisina)

b) Enterotoxina

c) Endopeptidasa

d) Zinc aminopeptidasa

@) Proteinasa A

f) Proteinasa B

g) Fosfatido acil hidrolasa y glicerofosfolipido colesterol
acil/transferasa

h) Esfingomiel inasa

1) Enzima fibrinolf tica

Otras enzimas que son producidas por esta especie son:
~Factor dermonecrético
-Proteasas

~Citolisinas



For un estudio realizado por Waltman y col (65) con el
sistema API ZYM. se determind que dentro de la misma especie de
Aeramanas hvdraophila existen diferencias enzimaticas llegando a
los siguientes resultados: '
1.~ De las 40 cepas estudiadas por los autores antes mencionados,
todag carecen de 1las enzimas: valino aminopeptidasa, cistina
aminopeptidasa, quimotripsina, a—-manosidasa, a~fucosidasa,
a-galactosidasa, {#glucuronidasa.

2.- Todas las cepas examinadas posefan las enzimas: caprilato
esterasa-lipasa, leucina aminopeptidasa, fosfatasa acida,
fosfoamidasa y N—-acetil-fi-glucosidasa.

3.~ Hubo una gran variedad en la produccién de las siguientes
enzimas: fosfatasa alcalina, butirato esterasa, miristato lipasa,
tripsina, (-galactosidasa, a—galadtosidasa y f-glucosidasa.

1.4 Composicidn quimica y antigenicidad.

Dentro de la especie Aeramanas hydrophila existen
estructuras quimicas de gran interés debido al papel que se cree
desemperian en la patogenicidad de las bacterias. . -

Los fosfolipidos son los componentes principales de la capa
que envuelve a la célula, Howard y Buckley 128) determinaron 1la
composicién quimica de los fosfolipidos y encontraron que estan
constituidos principalmente por fosfatidilgliceroi ly en menor
cantidad por cardiolipina.

Una caracteristica que distingue a Aeramanas hydraophila asi
como a los demas miembros de este género de la familia
Vibrionaceae es la ausencia de acidos grasos ramificados.

Aeramanas hydraphila presenta una estructura quimica
conocida como Capa Ao § la cual se estudid primeramente en
Aeramonas salmonicida. Dooley y col (19) determinaron las
caracteristicas de esta capa, observando que esti compuesta por
una proteina con arreglo tetragonal 1llamada proteina A, ésta
posee un peso molecular de 50,000 pero debido a que tiende a
formar multimerns que tienen un peso molecular de aproximadamente
110,000, se presentaron ciertas dudas respecto al peso molecular

real de dicha proteina.
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Se ha comprobado que la prateina antes mencionada esta
involucrada en los mecanismos de patogenicidad de este
microorganismo como lo son la adhesién celular y 1la virulencia,
aunque practicamente solo se ha comprobado que ésta dltima se
uebe a qur protege a la célula contra ia actividad bactericida
del suero.

lLa relacion que existe entre la capa S descrita
anteriormente y .laos 1lipopolisacaridos, es que estos dltimos
juegan un papel importante en el embalaje y mantenimiento de la
Capa § y ésta, a su vez, contribuye a la homogenicidad del largo
de la cadena de los lipopolisacaridos. Ademas, se ha visto que
las cepas que poseen esta capa también poseen lipopolisacaridos
de cepas lisas y, por el contrario, las cepas que no poseen
O-polisacarido carecen de Capa S. Aungue la mayor parte de las
cadenas de O-polisacarido de los lipopolisacAridos parecen estar
cubiertas por la Capa §, en las cepas virulentas una parte de
dicha cadena penetran esta Capa y se exponen en la superficie de
la células.

En otros estudios hechos por Daooley y col (18), hicieron un
analisis de diversas cepas de Aeromonas hydagraphila, encontrando
que aguéllas con patogenicidad aumen tada, proauc!an
lipopolisacaridos con cadenas de una extension homogénea
constituidas.por O~polisaciarido, en la mayoria, el tamafo de la
cadena era de aproximadamente diez unidades; para determinar la
estructura de ésta se hizo una serie de analisis quimicos los
cuales revelaron la estructura siguiente:

Onc (217%)

4

—94 )o~-L-pRham ( L —P» 3 ) 3~ D ~ Glu p p NAc ( 1—?

OAc: grupo sustituyente acetil
Rham: ramnosa
Glu p NAc: glucosa N-acetil glucosamina

Al iqual que en Aeromanas salmonicida, algunas cepas de



nAeramanas hvdraophila qua contienen cadenas de una extensidén
homogénea, poseen una capa de pratelna que es atravesada por
cadenas de Q-polisacarido, quedando expuestas en la supervicie de
la ceélula.

Otras cepas de Aeramanas hydraophila muestran cadenas de
O-polisacarido de una extensiédn heterogenea.

Antigenicidad:

Varios autores han intentado la serotipificacien del género
Aromonas basandose en la heterogenicidad de los anti{genos "“0" vy
"H" que tienen cierta reactividad cruzada con cepas de
Plesiomonas shigelloides,

Segtln los conceptos habituales del serodiaghostico
bacteriano, el antigeno de superficie celular o del sama celular
se llama también "0O" (somatico) y es la capa de lipopnlisaﬁaridos
de 1la pared celular de las bacterias Gram negativas. El
lipopolisacaArido se parece a una membhrana por el héchn de que
hay una porcidn hidrofilica y upa hidrofébica. Como en una
membrana plasmatica, se forma una capa doble por las asociacidn

de las porciones hidrofobicas del centro rcon las porciones

- hidrofilicas que limitan con w}l mwsio acuoso. El lipopolisacarido

contiene un nucleo polisacarido que consiste en
cetodesoxiactonato, azucares de siete carbonos (heptaosas),
glucosa, galactosa y N-acetilglucosamina. En coneccidén con el
nucleo hay el llamado O-polisacarido y que normalmente contiene
galactosa, glucosa, ramnosa y manosa, y, generalmente, uno o mas
azQcares didesoxi poco corrientes tales como la abecuosa,
colitosa, paratosa o tivelosa. Estos azucares estan conectadas en
secuencia de cualtra © cinco azbcares (a menuda ramificados) que
se repiten para formar el largo 0—§oiisacarido. l.a estructura del
lipido en menas canocida. No es un lipido glicérico naormal, sino
que los Acidos grasos estan conectados por un enlace estérico a
la N-acetilglucosamina. lLos Acidos Qrasos encontrados
frecuentemente en el lipido incluyen los acidos
3~hidroximiristico, laurico, miristico y palmitico.

En general, en Aeromonas y,., principalmente en la especie
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Aeramanas hvaraphirla, se na estudiado la estructura del
lipopolisacarido 118),(39). Se vié que esta constituido por:
polisacarido (SR), un nucleo oligosacarido y un li{pido Aj;
carece de O-polisacArido especifico y de Acido 3-desoxi-D
-manvoctulosonico. La composicién del nucleo es de: D-galactosa,

D-glucosa, D-glicerp-D-mancheptosa, L-glicero-D-manoheptnsa y de

D-glucosamina en una relacién molar de 1 : 1 : 2 : 4 : 1. La

unién que forma la glucosamina y la L-glicero-D-manoheptosa es
resistente a las hidrélisis comunes.
1.5 Requerimentos nutricionales y métodos de identificacidn.

Todos los sistemas bioldégicos, desde microorganismos hasta
el hombre, comparten una serie de exigencias nutricionales con
respecto a los compuestos quimicos necesarios para su crecimiento
y funcionamiento normal. Dentro de las exigencias nutricionales,
las bacterias requieren de carbono, nitrégeno, azlfre, etc. En el
Manual de Bacteriologia Sistematica (52) se reportan como
cnmphestos capaces de ser utilizados como unicas fuentes de
carbono a los siguientes=' D-ribosa, D-fructosa, D-galactosa,
D~-glucosa, D-maltosa, D-trealosa, D-gluconato, caprilato,
pelargolato, caprato, succinato, fumarato, D y L-glicerato,
L-malavo, gicerol, D-manitol, L-aspartato y L-gluconato.

Se ha visto a través del tiempo, que Aeromonas puede
utilizar un amplio rango de compuestos para su crecimiento. La
versatilidad nutricional de Aeromonas hydrophila la determind
Vander kKooij (63), sus estudios revelaron que una amplia variedad
de compuestos de peso molecular relativamente bajo incluyendo
aminoicidos. carbohidratos y un numero relativamente grande de
acidos grasos de cadena corta, son utilizados por la bacteria
para su crecimiento y desarrollo. Dentro de otro grupo de
compuestos utilizados por Aeromonas estan las proteinas, los
almidones y las grasas; eéstos , al igual que los anteriores, son
utilizados en concentraciones pequefias de microgramos/litro. Se
observd que Aeromanas puede utilizar 1los Acidos carboxilicos
presentes en las aguas purificadas con ozonho como sustrato para

su desarrollo, con lo cual explica la presencia de esta bacteria

[»d]
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en las aguas potabilicadas utilizadas en {a 1ngestidn humana
(637
1.6 Vias de transmisadn.

El habitat de las bacterias oe la especie Aeromonas
hydraopnila es el agua, tanto de mar como de estuarios y dulces,
el suelo, los alimentos y la flora intestinal.

Aeramanas hydrophila se encuentra en grandes cantidades en
el agua, lodo y aguas de alcantarilla. Por lo tanto, una de las
fuentes de transmisién de este microeorganismo es el contacto con
los medios donde habita.

Otra fuente o via de transmisién es la presencia de los
portadores sanos, que pueden ser el hombre y los animales, en el
caso de los primeros hay ocasiones que se ha aislado a la
bacteria de persanas aparentemente sanas. En investigaciones
hechas por Pitaragsi vy col (50), encontraron a dicha bacteria en
cultivos fecales con una frecuencia variable del 0.2% al 0.7% en
individuos aparentemente sanos, este porcentaje se ve
incrementado hasta en un 3.2% en los meses de verano y otoffo
(50).

Las especles moviles e Aercmcnas dentro de las cuales se
encuentra deramcnas hydraphila se reportaron como patégenas para
los humanos cuando se descubrid® que si se exponfa alguna herida
a aguas contaminadas con facilidad se infectaban. En el caso de
animales, puede infectar y convertir en portadores a anfibios,
reptiles, peces, caracoles y vacas. De manera experimental, por
via endovenusa o intraperitoneal se puede infectar a cobayos,
ratones, peces y reptiles, Se ha visto que el conejo no es

susceptible de ser infectado (13).

Y



ITPATOGENICIDAD .
Z.1l.Mecanismos de patogenicidad.
2.1.1. Adherencia a células blanco.

Aeramanas hydrophila se ha considerado cada vez mas como un
microorganismo patégeno, principalmente en pacientes
inmunocomprometidos, aunque también se ha incrementado el numero
de reportes de infecciones sistémicas en personas aparentemente
sapas. Los estudios realizados en enterobacterias causantes de
diarrea han revelado la existencia de un factor crucial para la
patogenicidad de éstas: la capacidad que tiene el microorganismo
de adherirse a un determinado tipo de células, las cuales se
conocen como células blanco, esta adherencia | permite que
cualquier toxina que produzca la bacteria tenga un maximo efecto,
ademas de que es prerrequisito para infecciones sucesivas
(&), (7).

Desde hace varias décadas se han realizados numerosos
estudios acerca de la adherencia bacteriana a 1las ceélulas
eucariotas, ésta es una interaccién que se realiza entre las
macromoléculas que existen en la superficie de la bacteria y sus
estructuras complementarias que se localizan en la superficie de
la celula eucariota. La naturaleza quimica tanto de la
macromolécula bacteriana como de su correspondiente sitio de
adhrencia en la membrana celular se han identificado en mas de
una docena de bacterias.

. La adherencia de la bacteria a 1la célula hospedadora se
realiza por medio de una interaccién ‘"carbohidrato-proteina",
ésta ultima del tipo de las lectinas. .

Desde hace aproximadamente 35 afos se han estudiado los
mecanismos de adherencia en las bacterias Gram negativas "in
vitro"*; se realiza a través de pruebas de hemaglutinacion,
adherencia a eritrocitos del grupo "0" asi como a ceélulas
bucales, observandose que hay compuestos del tipo de los
polisacaridos que 1nhiben dicha adherencia (7),(9).

Entre los primeros investigadores en estudiar los mecanismos

de adhrencia ast como su  inhibicidn en Aeromonas hydraphila



Tueron Atkinson y Yrust (7), quienes realizaron diversas
pruebas en las que vieron que las bacterias muestran un mecanismo
en el que la estructura de adhrencia de éstas es de tipo proteice
debida a que se inactiva rapidamente par calentamiento a $%5°C
durante 5 minutos, ademis son altamente especificas por lp que se
presume se asemeja a las lectinas. Al igual que en otros géneraos,
el proceso de adhrencia puede verse inhibido por diversos tipos
de azticares (Ver Tabla 1). ’

t.as concentraciones requeridas para inhibir la adhrencia son
del orden de milimoles, que son similares a las reportadas para
notros géneros. ta bacteria es capaz de distinguir diferencias
estructurales en los grupas hidroxiloe de las hexosas como lo
muestran las estructuras D v L de la fucosa y de la
galactasa.

Reramanas hydraphila produce varios tipos de lectinas y cada
una de ellas posee un patrén de inhibicion diferente, mientras
unas cepas son inhibidas por un tipo de azucares, otras reguieren
de la combinacion de dos tipos (6),(7).

Las lectinass/adhesinas reportadas para Aeromonas hydrophila
son las siguientes (&6):

Lectina/adhesinaz Celula blanco:
-Hemaglutinina asociada a células Eritrocito de:
Mami feros
Aves
Peces
Humanas
~Hemaglutininas libres Eritrocitos de:
Peces
Mami feros
-Adhesinas asociadas a células Células del epitelio bucal.
Vellosidades del intestino
de conejo.
Lelulas del higado cle
trucha arcolris.

Mucosidades de peces.
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~Agivtininas del pol ‘ Cetitlas Hep-2

Al igual que en otras bacterias Gram negativas, las
molecuias gue participan en el proceso de adherencia pueaen estar
localizadas en el pili del microorganismo. En cepas con una
pequefia cantidad de pili se reduce dicha capacidad de adherencia.
En cepas que carecen de pili, las moléculas de la adherencia se
cree, son protelnas localizadas en la superticie del
microorganismo.

Por otra parte, se ha estudiado el pili de esta bacteria, el
cual corresponde al tipo I de fimbria de Escherichia cali, tiene
un diAmetro aproximado de 500 nm y forma varios qQrupos
antigénicos diferentes.

Se han identificado cinco clases de Aeraomanas hydrophila de
acuerdo al tipo de pili. aunque cada uno de éstos, purificados vy
caracterizados por diferentes autores, son conpletamente
c1ferentes, ésto debico tal vez a que las técnicas usadas en
dichos purificados son compietam:nte diferentes -unas de otras
v38).

Dentro de ios uitimos estudios que establecen al proceso de
annhgrencia como un posible mecanismo de patogenicidgad, se
encuentran los realisados por Nishikawa y col (44), los cuales
observaran que mas del 79% de las cepas de Aeromanas
hydrophiia estudiadas se adherieron a un gran nuamero de células
Caco-2 (linea celular que aseme;a & las células del intestlﬁn
delgadol, en presencia de manosa causando efectos
citopatogénicos, y donde la unidn parecia efectuarse a tfaves de
enlaces entre la bacteria v la membrana de la célula. Los
autores observaron que en este tipo de unién las fimbrias no
parecen Jjugar un papel importante en la adhesidén debido a gque las
bacterias que se estudiaron cerectan de este tipo de organelo.

Hay que recordar que muchos autores consideran a la
adherencia como el  primer paso para la patogénesis de las
entermedades y junto con la secrecidn de toxinas hacen que el
erecto de las mismas sea aun mayor y se presente el padecimiento

drarreico en el hospedador.




Tabla 1. Patrones de 1nhibicién de la hemaglutinacién de

Aeramanas hyvdraphiia (7).

D-fucosa

L~fucosa

D-galactosa

L-galactosa

Lactosa

D-galactopiranosil-~

3~tiogalactopirandsido

D—-galactosamina

N-acetil-D-galartosamina

p-nitrofenil-a-D-galactdésido

p-nitrofenil-f-D-~galactédsido

D-glucosa

b-altrosa

D-talosa

Concentracisn minima de inhibicién:
0.8 milimoles.

No existe inhibicién a una concen-
tracién de 17 milimoles.

0.7 milimoles.

No existe inhibicidén a una concen-
tracién de 17 milimoles.

5.0 milimoles.

5.0 milimoles.

1.8 milimoles.
0.7 milimolesi
11.0 milimoles.
0.2 milimoles.

No existe inhibicidn a una concen-
tracidn de 17 milimoles.
No existe inhibiciédn a una concen-
tracion de 17 miimoles.
No existe inhibicidn a una concen-

traci1én oe 17 milimoles.
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Sulede Produccion de torinas:

Yarios anvestigadores 127).(31),(37),(40),(61), han hecho
estudins acerca dée las tokinas y enzimas que produce Aeramanas
hyadraphila mencionando a las siguientes :

1) Cirtotoxina (16),(40):

Esta toxina aparece en el sobrenadante de los cultivos en
caldo, se le puede identificar porque . produce una secresidn
fluida en las asas ligadas de conejo. Cuando se aplica el
sobrenadante que contiene la toxina a culfivos de diferentes
tejidos, como las células HeiLa , causan muerte celular, que se
manifiesta por la presencia de células con nucleas picndéticos,
perdida de la adherencia y contraccion celular; esta muerte
celular se presenta si el sistema se incuba a 37°C.

La mayoria de las cepas de Aeramonas hydraphila presenta
este tipon de toxina la que, en el humano,. tiene actividad
enterotdxica.

ii) Citolisinas o hemolisinasiS)),{31): i

Aeramonas hydrophila produce dos tipos de citolisinas o
hempolisinas llamadas alfa-hemnlisina y bpeta-hemaolisina; la
primera se libera en la fase estacionaria del crecimiento
bacteriano; la segunda, en cambio, se produce en la parte final
de la fase logaritmica de crecimiento.

La a!fa-hemolisina la produce la bacteria cuandn crece en
medios complejos, la temperatura influye en la produccidén, a 22°C
se produce en grandes rcantidades, en cambio, a 38°C queda
reprimida totalmente. La influencia de diversos cationes en la
produccion de ésta o se ha determinado, pern por diversos
estudios realizados, parece ser que los iones de zinc la estimulan
y los de hierro la reprimen. La hemolisina "cruda" es estable a
un pH entre 3.5 a 9.5 y a temperatura ambiente, el calentamiento
a 360 C durante 10 minutes la ipactiva. Tiene dons puntos
1soelectricos 5.5~ 0.1 y 4.3~ O.1;: después de eéstos, la toxina es
muy inestable. Los purificados parciales‘ de la hemolisina son
destrutdos por varias enzimas proteolliticas e 1nactivados por

sustancias comno el bDT. La incubacidn con urea retorna =on un  25%



la actividad de la nemolisina, los congelamientos y
descongelamientos sucesivos tambien ocaslonan péeraida ae
actividad de la toxina.

Se ha visto que esta alfa-hemolisina, causa una 1lisis
incompleta de los eritrocitos, tiene una importancia menor en la
patogénesis de las infecciones causadas por Aeromonas hydrophila
comparada con la beta-hemolisina.

l.a beta-hemolisina (5) se llamé primeramente "aerolisina", y
s conoce actualmente como Asao—toxina. Esta toxina se produce en
la fase logaritmica de crecimiento y su produccién se estimula
por la presencia de RNA. Es una proteina extracelular
hidrofilica, que exhibe propiedades hemoliticas y citeliticas,
posee un peso aproximado de 50 kD, produce un agregamiento
molecular xpontaneo e airreversible a concentracionesde 0.5
mg/dl.. Fosee dos puntos isoeléctricos, el primero es de
4.8-5.2+¢0.1. LLa actividad de la beta-hemolisina se destruye
cuando se calienta a S0°C durante una hora a un pH de 7.0 o a
37°€C a un pHde 4.:. La activided proteolitica de varias
enzimas como la tripSina, la pronasa y la subtilisina no afectan
su actividad; sin embargo. la papaina y la quimotripsima 51 la
inactivan al igual que los fosfolipidos y lipidos. '

La lisis que provoca la beta-hemolisina en los diferentes
tipos de eritrocitos es especifica de especie, debido a las
diferencias en la capacidad de la toxina a unirse con su molecula
receptora iglucoforina; lnzalizada en la superficie de la célula
blanco, ios mas sensibles son los de rata y los mas resistentes
los de carnero.

La beta-hemolisina o aerolisina (8) es secretada al menos en
dos pasos, en el primerc se forma una proagrolisaina, la cual
crura las membranas internas de la bacteria, esta forma es
inactiva para la funcion litica; posteriormente, al abandonar 1la
célula bacteriana, esta proaerolisina se activa por .la remoclén
de 2% aminpacidans de la parte G-terminal de la toxina por medio
de una proteasa secrecada por la propia bacteria o por enzimas

que se encuentran en la célula blancn. La aerolisina, despues de
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umarse a su  receptor, sufre una oligomerizaciin que  forma
estructuras pentaméricas o hexaméricas de la toxina, el Zn v la
histidina pueden inhibir esta oligomerizacion, Las farmas
oligoméricas actuan en la célula blanco formando pequeffas
perforaciones o canales con lo que hacen que la ceélula pierda su
viabilidad.

Los anticuerpos contra las dos hemolisinas neutralizan ambas
toxinas, no se ha aclérado si esto se debe a que comparten
determinantes antigénicos . Ambas hemolisinas tienen accidén
sinérgica en el agar sangre.

Se ha comprobado que la aerolisina es realmente un factor de
virulencia. Se realizaron experimentos con cepas controles de
Aeramanas hvdrophila y cepas mutantes que carecifan de la
produccién de esta toxina, que al ser inyectada a ratones en
dosis subletales nunca desarrollaron lesiones necrdticas. Algo
muy importante, en estos experimentos se presenta la
neutralizacidédn especifics con anticuerpos contra la aerolisina
detectada en ratones sohrevivientes a la infeccisr con Aeromaonas
hydraophila, demostrandose con ¢ésto que la aerolisina se produce
durante el curso de infecciones sistémicas can Aeromonas
hydraophila (14).
i1ii) Enterotoxina:

La enterotoxina la produce Aeromaonas hydraphila cuando crece
en medios de cultivo conplejos, tales como el caldo triptona de
soya snplementado con extracto de levadura , en agitacion,
incubando a temperatura ambiente o en bafio de agua. Aparece en la
fase logaritmica de crecimiento, su punto isoeléctrico esta entre
4.0 - 5.7, el peso molecular es de 15,000 a 20,000; es estable a
un pH entre 4.5 y 10 y su actividad se favorece a un pH alcalino.
Los purificados parciales resasten el calentarm.ento a 5é4¢° C
durante 1Y minutos. La papaina destruye su actividad., aunque el
75% de ésta se recupera si se incuba con  traipsina 0O pronase
(1), (12), (271, (86, (57).

Aeramanas hydraphzlé produce la enterotorina en: un 95%.

txiste uwuna relacion con la  positivadad de ciertas  pruebas
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bioquimicas como son: lisina descarboxilasa, Voges-Proskauer,
praduccién de gas a partir de la glucasa, oxidacién del glucanata
e hidrélisis de la xantina. Esto es de gran valor debido a que en
los laboratorios donde no se cuenta con equipas para la deteccidén
e identificacién de la enteratoxina, 5 puede tener cierta
seguridad de que una cepa la produce si estas pruebas bioquimicas
son positivas (61).

iv) Toxina semejante a la del bacilo del cdlera:

Es una toxina que cruza antigénicamente con la enterotoxina
del cdlera. Bu peso molecular es de aproximadamente 45,000 a
50,000 y posee un punto isoeléctrico de 5.1 (26).

v) Fosfolipido-colesterol—-aciltransferasa:

Esta proteina la libera la mayoria de las cepas de Aeramanas
hydrophila, es miembra de la familia de las lipasas, cataliza la
transferencia de los Acidos grasos de la fosfatidil colina y el
colesterol y transfiere @l grupo acilo a la posicién 2 del
colesterol. Se ha visto que tiene un mecanismo de reaccidn
similar a la enzima lecitin-colesteral-acil transferasa que
poseeen los mami feraos (42).

vi) Fibrinolisinas

Esta enzima es un factor potencial de virulencia. Actua -
sobre la fibrina desdoblandola en diversas fraccionai (37).
vii) Fasfolipasa:

tLa actividad de esta enzima es hidrolizar a los .
fosfoglicéridos en diversas partes; existen dos tipos de
fosfalipasa en Aeromanas hydrophila, la Ay la C. La fosfolipasa
A& separa de modo especifico el acido graso de la posicion 1 de
la faosfatidil colina, la fosfolipasa Qt el de la posicién 2. La
fosfolipasa C hidroliza el enlace entre el acido fasférico y la
glicerina (37).

viii) Estfingomielinasa:

Esta enzima la produce Aeramanas hydrophila cuando se
incuba a 20°C, a las 30 horas de incubacién aparece en la fase
estacionaria de crecimienta y depende de la presencia de ianes

magnesio. Cataliza la hidrdlisis de la esfingomielina a fosforil
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colina y ceramida (37).
in) Lecitinasa:

La curva de produccidén de esta enzima es bifAsica, con un
rendimiento maximo en la fase laogari{tmica de crecimiento;
hidroliza los ésteres de lecitina, que es el constituyente narmal
de la membrana celular (37).

%) Leucocidinas

Aeramanas hydraphila praduce esta enzima a las 24 - 72
haras de incubacion a 32<C, posee dos puntos isoclélectricos, 2.8
Yy 5.0, es termolabil y sensible a la pronase. Actta destruyendo a
los leucocitas polimarfonucleares principalmente, aunque puede
tener actividad litica sobre otras células como los eritrocitos
(37).

Otro de los mecanismos de patogenicidad que posee Aeraomonas
hvdraphila es la producccidén de enzimas proteolfticas (4) (36),
las cuales tienen las siguientes caracteristicas: temperatura

Sptima de 4B°6, pH Optimo de 9 y peso molecular de 87,500. Las

enzimas proteoliticas o proteasas se producen cuando la bacteria
crece en un medio rico en varios aminoacidos, Jjuega un papel
importante debido a que hace posible que la bacteria puedg
apravechar los aminoicidos disponibles ya sea del hospedador o
del medio de cultivae y 1los utilice como nutrientes para su
crecimiento y reproduccion, con lo cual se favorece su
diseminacidn y, por lo tanto, su patogenicidad. Otra de las
acciones principales de las proteasas son: el dafo celular, el
aumento del poder de invasividad de la bacteria y la provision de
nutrientes de ‘la misma. Entre los efectos ‘que tienen- las

proteasas de forma indirecta, estd la accidn protealitica sabre

el precursor de la aerolisina de Aeramanas hydraphila para
activaria.
Waltman vy col (&H) determinaron Jlas caracteristicas

del sistema enzimatico de Aeromonas hydrophila. llegando a los
siguientes resul tados: la bacteria carece de
aminopeptidasa-valina, a-fucosidasa, a-galactosidasa,

S-glucuronidasa, aminopeptidasa-cistina, quimotripsina. Produce
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las enzimas: caprilato esterasa-lipasa, fosfatasa aAcida,
fosfoamidasa, N-acetil-f3-glucosidasa.
Encontraron pequefias cantidades de fosfatasa alcalina, butirato

esterasa, as! como de miristato lipasa y algo maAs de tripsina.

2.1.3. 0 TRO S.
-Capa S y lipopolisacaridos. )

Otro factor que contribuye a la patogenicidad de Aeromonas
hydrophila es una estructura protefca cristalina de la
superficie, conocida en un principio como Capa A y mas tarde como
Capa 8, que es ahsolutamente necesaria para la virulencia. Esta
compuesta por una proteina y lipopolisacaridos; el componente
principal es la primera con un peso molecular aproximado
de 50,000, tiene un arreglo tetragonal y forma una capa continua
due parece cubrir a la membrana exterior de la célula. Esta capa
dota a la bacteria de capacidad para asociarse con los macréfagos
y as! darle el poder de resistir los efectos de una variedad de
proteasas y, con esto, facilitar la difusién de la infeccidn
causada por la bacteria misma. "

Se ha observado que la Capa S da proteccion a la célula
contra la actividad bactericida del suero, ademas, funciona como
una barrera fisica que impide el acceso de los componentes
liticos del complemento a la membrana citoplasmatica de la
bacteria, protege contra las enzimas liticas, metales pesados vy
bacteriéfagos (19), (32), (60).

Dooley y col (19), fueron los primeros en reportar la
existencia de esta capa en Aeromonas hydrophila. 8Su arreglo
tetragonal es MQrfologicamente similar al producido por Aeromanas
salmonicida pero parece ser que no estan relacionadas
antigénicamente. Kostrzynska y col (32) plantean una diversidad
geneética entre las cepas de Aeromonas hydrophila y establecen la
existencia de diferentes clases antigénicas de la Capa S de esta
bacteria, planteando que estas diferencias radican en la
secuencia de aminonacidos de las protefnas que constituyen estas

capas.
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Por otra parte, se bha visto que otras estructuras
superficiales son los lipopolisacdridos que contribuyen a que las
cepas virulentas tengan una alta capacidad de resistencia a la
actividad 1{tica del complemento, ya sea eh presencia o0 ausencia
de anticuerpos especi{ ficos y que contribuyen a su potencial para
sobrevivir, proliferar y producir enfermedad en el hospedador
infectado por la bacteria, y que de algun modo impiden el acceso
de los componentes liticos del complemento a los lugares claves
que atacan en la membrana de la célula. .

Los lipopolisacaridos (18),(23) estan formados por una parte
lipidica, un polisacarido nuclear Yy una serie de cadenas de
O-polisacdrido; las estructuras o partes de los lipopolisacaridos
que participan en la proteccidn contra la actividad lf{tica del
complemento son las cadenas de O-polisacarido; el dafio o 1la
reduccién en el numero de estas cadenas en ciertas cepas
mutantes, permite el acceso de los componentes del complemento a
las partes de atagque en la membrana de la bacteria causando el
dafp bactericida concomitante. En cepas que cuentan con sus
lipopolisacAridos completos, #stos le confieren una resistencia a
la actividad del complemento; cuando éste se activa por via
alterna en el suero normal, dicha activacién se ve afectada, lo
que evita que se efectUe la lisis bacteriana.
~Sider&foros.

Dentro de los ultimos mecanimos de patogenicidad reportados
para Aeramonas hydraophila, esta el sistema de sideroforaos (66).

Como se sabe, el hombre cuenta con diversas fuentes de
Fe(hemoglobina, citocromos, mioglobina, depédsitos en higado, bazo
y médula ésea). Durante el proceso de infeccién, la bacteria
~para implantarse dentro del hospedador- necesita la presencia de
Fe, el cual utiliza en su metabolismo; el hospedador durante este
proceso, tiene varias respuestas para impedir el aprovechamiento
de estas fuentes de Fe: 1la propiedad bacteriostAtica de las
transferrinas y de la lactoferrina que pueden actuar sobre el
microorganismo, la respuesta hipoférrica para que el Fe presente

en el suero se transforme temporalmente en ferritina y no pueda
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ser aprovechado por el microorganismo (38). Por su parte, dicho
microorganismo cuenta con un mecanismo para poder aprovechar
dichas fuentes de Fe: la produccién de siderédfaraos.

El género Aeromanas produce das siderdforos llamados
enterobactina y amonabactina. La ultima menciaonada es el
siderdforo que prevalece mas dentro de 'la especie RAeromonas
hydrophila. YTiene dos formas activas, la forma T y la forma P. Se
purde considerar a la amonabactina como un factor de virulencia.
Las cepas productoras de este siderdfora obtienen el Fe de los
vertebradaos en forma de Fe-transferrina (64).

2.2. Enfermedades gastrointestinales causadas en el humano.

Un vistazo rapido a 1la literatura sugiere a Aeramanas
hydraphila como un agente causal de enfermedades diarreicas con
un amplio rango de sintomas.

Entre los primeros investigadores que repartaron a Aeromonas
hydraophila como agente causal productor de diarreas esta Burke vy
col (10) guienes establecen a esta especie junto con oaotras del
mismo génera como enteropatégenas causantes de diarreas
pediAtricas en Australia. Encontraron que las especies
enterotoxigénicas se hallaban en 10.8% de muestras de heces de
pacientes con diarrea y en 0.77 de pacientes sin diarrea. La
mayoria de los aislamientos se obtuvieron en los meses de verano,
sS6lo una cuarta parte de los pacientes padecia simultianeamente
algun tipeo de infeccidén ya sea de tipo viral o bacteriana mixta.

Par su parte, Gracey y Burke (2i)reportaron el aislamiento
de Aeraomonas comao agente causal  de gastroenteritis en nifos
menores de das afos. El reporte de aislamientos en nifNos con
diarrea fue de 10.2% y en niMos sin diarrea de 0.46%4. En mas de
una tercera parte de los pacientes, la diarrea tuvo una duracién
mayor de dos semanas y una cuarta parte presentaron cuadras
clinicos semejantes al sindrome disentérica.

Aeraomanas es unao las microaorganismos que praoduce en los
adultos la conocida “diarrea del viajero” (22), la cual afecta a

millones de persaonas cada affe, particularmente a los viajeros de
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paises industrializados que visitan paises subdesarrol lados
como los de Asia, Africa, América Central y Sudamerica. Aeramanas
hydraphila junto con otras especies de este mismo género se han
aislado igualmente de las evacuaciones de viajeros que
presentaron diarrea y que habfan viajado a la India y Bangladesh,
en varios casos se aislé como Gnico agente patégeno entérico. Los
sintomas que presentan los pacientes son diarreas recurrentes con
sangre y moco acompafadas de dolor abdominal.

Por lo anteriormente expuesto, se ha considerado la
posibilidad de incluir a Aeramonas hydrophila en la lista de los
microorganismos causantes de la “diarrea del viajero" y no pasar
inadvertido en el laboratorio.

Otro padecimiento de tipo diarreico pero con
caracteristicas de célera, en el que se involucra a Aeromonas
hydrophila, es el reportado por Pitaragsi y col (50), este caso
se presenté en Bangkok capital de Tailandia, donde los
padecimientos de este tipo son muy frecuentes.

Los sintomas clinicos producidos por Aeromnas hydraphila en
los pacientes que padecen gastroenteritis, se resumen en los
siguientes: de 3 a 5 evacuanciones por dia, anorexzia, escalofrio,
dolor abdominal, flatulencia y dolores de cabeza.

Holmberg y col (25), por su parte, reportaron las siguientes
caracté}isticas clinicas donde Aeramonas hydraphila aparece como
agente causal de enfermedades diarreicas: en pacientes no
inmunocamprometidos se presentan diarreas leves de corta duracién
que requieren de reemplazo de liquidos y electrolitos. En nifios
menores de dos afins de edad, la enfermedad se puede presentar con
evacuaciones sanguinolentas, fiebre, nauseas, vémitos, con una
duracion -en ocasiones—~ de mas de una semana.

En pacientes inmunocompremetidos, Holmberg y col (25),
reportan lo siguiente: Aeraomonas hydraophila produce el 40%Z de las
infecciones en pacientes con leucemia, 15% en personas con otras
enfermedades malignas y el 30Z en pacientes con desérdenes
hepatobiliares.

Rahman y Willoughby (54), reportaron el casc de un paciente
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masculino sano que present® un sindrome parecido al disenterico
causado por Aeromonas hydrophila. El paciente de 35 akos de edad,
después de un viaje a Calcuta presenté dolor abdominal con
calambres y evacuaciones diarreicas con sangre y moco; aunque la
frecuencia de las evacuaciones se incrementé mas tarde a 5-6 por
dia, el estado del paciente no deterioré. El examen de dos
muestras de heces mostré um parasito bacteriano poco frecuente,
que mads tarde se identificé como Aeramonas hydraphila con el
sistema APY 20E. El tratamiento con metronidazol durante 10 dias
disminuyd el dolor abdominal y los calambres, pero no las
evacuaciones diarreicas. Posteriormente, el examen con el
sigmoidoscopio mostré una proctitis hemorragica abundante. Una
biopsia rectal indicéd la inflamacién crdonica no especifica de la
lAmina propia. Las pruebas de laboratorio siquientes dieron
negativas: rutina hematolsgica, funcionamiento hepatico,
serolégicas para 21 virus de Epstein—-Barr, citomegalovirus vy
Entamoeba histolytica, prueba de Widal y cultivo viral de heces.
El cultivo de liquido rectal obtenido de la sigmoidoscopia, ast
como las muestras posteriores de heces, produjeron sélamente un
gran crecimiénto de Aeromonas hydraphila, hallazgo que fue
confirmado mAs tarde por el Vibrio Reference Laboratory.

Otros de los investigadores que involucran a Aeromonas
hydrophila junto con otras especies de este mismo género como
agente causal de diarrea son Fuijper y col (33), quienes al
hallar a Aeromonas en el sistema de red de agua potable de
Holanda, investigaron la presencia de esta bacteria durante 5
afos, encontrando que en los meses de verano estaban presentes
hasta 1,000 U.F.C./100 mL de agua. El1 mayor numero de cepas
aisladas pertenecia a la especie Aeromonas hydraophila. De las 169
cepas identificadas, €1 1972 eran de pacientes con infecciones
mixtas, y el 157 eran de pacientes que estaban tomando
medicamentos (tales como derivados de penicilina, antiacidos,etc)
que podian predisponer al tracto intestinal a ser colonizado por
Aeromanas. La distribucion de cepas mostréd que en los pacientes

de 50 afos o mias se presenta principalmente deromanas hydrophila.
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Deodhar y col (17) establecen a Aeromonas como responsable
de padecimientos diarreicos. En un perindo de dos affos ailslaron
45 cepas de diferentes especies de Aeromonas, a partir de 2,480
pacientes con gastroenteritis aguda, no se encontrd atro patégeno
entérico en ninguno de estos 45 pacientes, 35 de estas cepas
(77.8%) fueron de Aeromonas hydrophila y el resto de otras
especies del género Aeromonas. E1 examen de estos aislamientos
para ver la produccison de exotoxinas (enterotoxinas \'4
hemolisinas) fue positivo. Por los resultados obtenidos, los
autores sugieren a las especies de Aeramonas, principalmente a
Aeramanas hybraphila, como patégenos entéricos potenciales.

Par su parte, Pazzaglia y col (48) reportaron a Aeromonas
como un patdgeno que se presenta muy frecuentemente en niffos con
padecimientos diarreicos, asf{ como un microorganismo colonizador
transitorio del tracto intestinal en niffos recién nacidos. En el
primer caso, aislaron a Aeromanas en 205 de 391 muestras (52.4%)
de pacientes infantiles del Perd de menos de 18 meses de edad,
hospi talizados por padecer diarreas agudas, asi como en 12 de 138
(8.7%4) muestras de infantes sanos utilizados como grupo control.
En las muestras positivas se encontrd a otros microorganismas
coninfectando al paciente (Escherichia coli, Campylaobacter, etc).
En el sequndo caso, se determind el rango de colonizacion de
Aeramanas spp en 52 neonatos del Peru nacidos por cesarea. Se le
aislé en un 23.17% de las muestras de los infantes durante la
primera semana de vida. La colonizacidn es transitoria y no se
asocia con alguna enfermedad limitAndose, a lo maximo, a un dia
de diarreas liquidas de volumen normal. En el primer caso, los
autores plantean a Aeromonas como un patégeno causante de
diarreas, en el segundo como a un microorganismo colonizador no
causante de enfermedad alguna.

Dentro de los Ultimos estudios donde establecen a Aeromaonas
hvdraphila coma un microorganismos patdgeno causante de
gastroenteritis, se encuentran los hechos por Gluskin y col (23),
qguienes estudiaron durante un periodo de 15 affos el papel

patogenico de Aeraomaonas principalmente de la especie hydrophila,



aislanogo 146 cepas a partar de J2.810 muestras fecales
provenientes de 13,820 pacientes menores de 13 afios. Estos
aislamientos constituyeron el 4% de todas las bacterias patédgenas
cultivadas. El 94% de lus pacientes era menor de I aRfos. E1 pico
de incidencia donde se presenté el padecimiento diarreico fue en
nifos de 2 a 6 meses. Los pacientes presentaron un cuadro clinico
con vémitos, deshidratacion, acidemia y fiebre. {(os autores
ohservaron que en este grupo de niffios , el periodo de duracidén de
la enfermedad as! como el de hospitalizacidon , fue mayor
camparado con niffios mayores. Los autores concluyen que este
microorganismo debe ser considerado como un patdgeno verdadero en
nifkos menores de 1 afo de edad y, por lo tanto, se debe
establecer como rutina la busqueda del misma.

Otros investigadores que realizaron estudios acerca del
papel patogénico de esta bacteria fueron Morena y col (43).
Determinaron la frecuencia de Aeromonas spp como causante de
brotes de diarrea en niffos menores de S5 afos asistentes a
guarderi{as del Estado de Texas en Estados Unidos.

En un periodo de 27 meses de estudio, examinaron 381 niffos
involucrados en 51 brotes de diarrea as! como en casos
esporadicos. El rango de duracién de la entermedad fue desde una
semana hasta 4 meses y el numero de nifios afectados fué de 2 a
54, Las especies de Aeromanas se aislaron en dos brotes de
diarrea. En el primero se aisld a la bacteria en 6 de 25 nifos
(24%). En el segundo en 5 de 24 niNos (21%). Aeromaonas
hydrophila se aislé como segundo agente causal de estos brotes de
diarrea antecedido por Aeromanas caviae. Los autores establecen
la necesidad de un control mas exacto de los agentes causales de
este tipo de padecimientos, para evaluar de manera fidedigna el
papel de otros patégenos poco comiunes como lo es Aeromanas
hydrophila.

Otros autores que involucran a HAeramonas hydrophila caomo
agente causal de diarreas en paises subdesarrollados s0n
Ugunsanya y cal(47), quienes establecen a este microorganismo, al

1gual que otros autores, como un patégeno diarreico con  una
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importancia refevante debido a que en ocasiones se presenta en un
porcentaje mayor que otros comunmente conocidos. Estudiaron
muestras fecales provenientes de nifios menores de 5 affos con vy
sin diarrea en Lagos, Nigeria en un periodo de 5 meses.

En el grupo con diarrea se aislaron como agentes causales,
bacterias, virus y parAsitos enteropatédgenos. E1 57.1%4 fueron
infecciones causadas por bacterias, 26.547 por virus y 2.34 por
parasitos. El patégeno mas frecuentemente aislado fue rotavirus,
seguido por Escherichia cali (enterotoxigénica, enteropatdégena,
entercadherente vy enterohemaorragica). Otros microorganimos
aislados en orden decreciente fueron : Shigella, Salmanella,
Aeraomanas hydraphila, Yersinia enteracalitica, Trichuris
trichiura, Entamoeba histalytica, Giardia lamblia y Trichaomonas
hominis. Como se puede aobservar, Aeromonas hydrophila ocupa un
lugar de wmayor frecuencia aun por encima de patégenos
considerados como tradicionales como lo es Entamosba hystolitica.
LLos autores sugieren que tanto los agentes causales de diarrea
plénamente reconocidos, asi como los de reciente descubrimiento
como lo es Aeromonas hydraphila, son causa importante de diarrea

en niffos menores de 5 affos en Lagos, Nigeria.



IIl. DIAGNOSTICO DE LABORATORTO.
3.1 Microbioldégico.
Medios de Cultivo.

Distintos autores han estudiado el aislamiento de Aeromanas
hydraphila en diversos medio de cultivo; entre ellos se
encuentran Hunt y Overman (29), quienes reportaron una
caracteristica importante del amedio de cultivo para el
aislamiento de dicha bacteria: el pH, e1 cual debe mantenerse
constante debido a que una variacién afecta la prueba de la
oxidasa que es esencial para distinguir a estas bacterias de las
pertenecientes a la familia Enterabacteriaceae, las cuales son
oxidasa negativa. La bacteria, al desarrollar en un medio
diferencial como lo es @l agar Mac Conkey, presenta variabilidad
en los resultados debido a la baja del pH que sufre el medio por
la produccidn de Acidos a partir de 1la fermentacitn de los
carbohidratas. El1 andlisis por cromatografia de gases mostré que
Aeraomonas hydraphila produce &cido acética, fdérmico, piruvico,
lactico, oxalacético y succinico a partir de la fermentacidn de
la lactosa que contiene el medio.

Se ha encontrado que los microorganismos fuertemente oxidasa
positiva sufren una transicién a débilmente positiva antes de
convertirse a oxidasa negativa cuando crecen en presencia. de
carbohidratos fermentables. Por lo tanto, cuando los productos
finales de fermentacién de los carbohidratos sean en su  mayor
parte acidos, seran los responsables de inhibir la prueba de 1la
oxidasa por la baja del pH del medio hasta un punto critico. El
resul tado de esta reaccién para una amplia variedad de bacterias
incluyendo a Aeramanas hydraophila se inhibe a un pH comprendido
entre 4.7 a 5.6. En particular, 8l pH critico para la reaccion de
la oxidasa en cepas de Aeramanas hydraphila parece ser de 5.1. El
rango de supresién de esta bacteria es muy estrecho, se
encuentra entre 5.1 y 5.2., lo cual sugiere que es muy especifico
para Aeramaonas hydraphila.

Por su parte Moulsdale(45), probé un medio de agar sangre
modificado para el aislamiento de Aeramonas. El autor reporta que
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a las 18 horas de incubacion. el medio de cultivo da una buena
separacion e identificacién de las colonias de Aeraomonas spp que
toman un color rosa propio de las cepas de los microorganismos no
termentadores de la xilosa y se diferencian facilmente de los
miembros de la familia Enterobacteriaceae, que toman un color

amarillo caracteristico de los fermentadores de la xilosa. Es

posible hacer de este medio, uno altamente selectivo si se le
Aadiciona vancomicina para inhibir el crecimiento de los
microorganismos Gram positivos.

El autor reparta las siguientes ventajas para este medios
a) No inhibe a ninguna de lasAcepas de Aeromanas spp debido a
que no contiene sales biliares.

b) Permite realizar la prueba de la oxidasa directamente en el
medio por no existir cambio en el pH qué pueda afectarla y dar
una prueba falsa negativa.

Von Graevenitz y Bucker (&4), estudiaron una serie de nueve
medios de cultivo sdlidos y dos liquidos para probar la capacidsd
de aislamiento de Aeromonas spp y Plesiomonas shigelloides, a
nartir de muestras de heces humanas, tanto artificialmente
cantaminadas con cepas de las pacterias antes mencionadas, como
de pacientes con y sin diarrea. Segun 1los resultados obtenidos
por los autores, los medios con la sensibilidad y capacidad
optima para deromonas spp son el agar verde brillante-sales
tbrliares, =31 agar sulfito-fuchsina-dextrina, el agar
mril-xilosa—ampicilinae vy los caldos de enriquecimiento caomo el
agua peptonada alcalina vy el caldo tripticasa-soya con
ampicilina. ,

Por su parte, Robinson y col (SS), analizaron cinco medios
vhlidos para observar su efectividad en el aislamiento de
neromocnas a pa-ilr de muestras de heces., LOs mrdios analizados
fueron: agar Desoxicolato-citratoc, agar Mac Conkey, el agar
Desoxicolato-xilosa, el medio de Rogo! modificado, el cual
contiene p-nitrofenil glicerina 25 mg/di. y ampicilia-sangre que
se prepard con base agar Columbia con sangre de caballo al 5% y

10 mg/dL de ampicilina (que inhibe el crecimiento de coliformes),
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concluyendo que este ultimo medio es el mejor de los cinco
estudiados para producir un alto indice de aislamiento de
Aeramonas, ademis de ser un medio de facil preparacién.

Millership y col (41), hicieron una reevaluacion de los
siguientes medios de cultivo para el aislamiento de Aeromonas
hydrophila: agar Desoxicolato de sodio-citrato, agar Desoxicolato
de sodio-xilosa, agar Verde brillante-sales biliares asi como
el caldo de enriguecimiento agua peptonada.

Los autores llegaron a la conclusién de que la combinacidn
ideal para un earior aislamiento de Aeromonas hydraophila es la
utilizacién de agua peptonada junto con el agar Verde
brillante-sales biliares.

Misra y col (42), sn 1989, observaron durante la bUsqueda
para determinar la etiologfa bacteriana de la diarrea a partir de
heces remitidas a su laboratorio, que el medio de aislamiento
conocido como agar selectivo de Butzler para Campylobacter (BCSA)
sirve éomu un excelente medio de crecimiento para Aeromnas spp.

Estas bacterias se desarrrollan perfectamente en las condiciones.

éptimas requeridas para el crecimiento de Campylaobacter
terméfilos que incluyen un ambiente microaerofilo (5% de
Oxigeno), con una concentracién aproximada del 107 de qu Yy una
temperatura de incubacién de 42°C., Este hallazgo los motivé para
efectuar una evaluacion de la eficacia de este medio
éumplr&ndulo con el empleado comunmente para estos fines: el agar
sangre de carnero—ampicilina (ASBA 30) a partir de una serie de
563 muestras de pacientes con diarrea. Se modificé la composicién
del agar selectivo de Butzler para Campylabacter, utilizaAndose
agar Muller-Hinton suplementado con 10%Z de sangre de carnero
desfibrinada y adicionada con la formulacidn de Butzler de
agentes antimicrobianos. De las 563 muestras de pacientes con
diarrea aguda que se sembraron en'ambos medios, en 71 (12.6%)
se presentd desarrollo de Aeremonas en las cajas de ambos medios;
el rango de aislamiento de ASBA fue del 70.4% y en el medio BESA
fue de 56.3%; sin embargo, hubo un porcentaje del 29.5% de cepas

que s0lo crecieron en BCSA. Misra y col explican este fendmeno
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en base a la capacidad de inhibicién del medio BCSA, el cual
inhibe el crecimiento de una gran cantidad de flora acompafante
de las muestras de heces con lo cual se favorece el crecimiento
de Aeramaonas spp que se sabe se encuentra en pequefas cantidades
ys por 1lo tanto, puede perderse sino existe este tipo de
inhibicidén. Especs ficamente Aeromanas hydraophila crece
ligeramente mejor en el medip BCSA que en el ASBA 30.

Los autores reportan que el tamafo y la zona de hemdlisis de
las colonias de Aeromonas en el medio BCSA son sucho mas claras y
grandes que en €1 medio ASBA 30, dicha hemdlisis se favorece por
la utilizacion de una atmésfera de coz, el cual s cree permite
la produccién de una hemolisina.

Por su parte Kelly y col (30), compararon cuatro medios de
cultivo para el aislamiento de Aeramonas spp a partir de muestras
de heces, el agar sangre (BA), el agar sangre-ampicilina (ABA),
el agar Mac Conkey con Tween B0 (MAT), y el agar cefsulodina
-irgasan—novobiocina (CIN) modificado. Segun los autores, el ABA
es superior al MAT y al CIN modificado. E1 ABA detecta de 30X a
50% mAs aislamientos de Aeromonas que los otros medins. Sin
embargo, el medio CIN modificado detectd 15% de aislamientos que
no pudieron detectarse ni con el BA ni con el ABA; la combinacién
del ABA y el CIN modificado rinden casi un 1004 de aislamientos
de Aeromanas. Observaron, ademis, que el BA no ofrece ventajas
sobre el ABA en el aislamiento de cepas sensibles a la ampicilina

Comparando el MAT y el ABA, éste ultimo rinde dos veces mas
aislamientos, esto tal vez, debido a la alta concentracién de
ampicilina utilizada en el primer medio (100 mg/dL).

Aunque el ABA es el medio que rinde el mayor porcentaje de
aislamiento de Aeromanas spp, tomando en cuenta el costo del
medio y su efectividad en la Heteccién de la amplia variedad de
bacterias causantes de diarrea, es poca la rentabilidad, en
cambio el medio CIN modificado aunque tiene 1la desventaja de

detectar un 337 menos de cepas de Aeromonas spp tiene sin

embargo, dos grandes ventajas: primero, aisla a otro
microorganismo causante de diarrea como 1o es Yersinia
.
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enteracalitica y segundo, posee en su composicion agentes
inhibidaores de la flora bacteriana comiun de las heces con lo que
se favorece el aislamiento de Aeromaonas spp que crece en pequeffas
cantidades. )

Kelly y col (30), seffalan que el ABA deberia emplearse en
combinacién con otros medios para la ¢ptima deteccién de
Aeramonas spp, como lo seNalan otros autores; en este estudio, la
combinacién ideal fue el uso del ABA y el CIN modificado, no se
presentsd ]l caso de que crecieran en el medio BA y no en el ABA.
Al contrario de lo que se esperaba, la ambicilina favorecid el
aislamiento de Aeromonas spp por inhibir el crecimiento de la
flora normal de las heces. La concentracién de la ampicilina es
importante, debido a que a 100 ;g/di. como se encuentra en el MAT,
inhibe la recuperacién de Aeramonas, en cambio a 20 ug/di. como en
el ABA, es la concentracién ideal para el aismlamiento.

Pruebas biogquimicas.

Al igual que en los medios de cultivo, varios investigadores
han realizado una serie de pruebas bioquimicas para la
identificacién de Aeromonas hydrophila.

Entre estos investigadores se encuentra Burke y col (11),(12)

quienes realizaron varios estudios para hacer una correlacién
entre el biotipo y la enterotoxzicidad. Todas las cepas estudiadas
que se identificaron como Aeramonas hydrophila, presentaron la
prusba Voges-Proskauer negativa, la oaoxidacién del gluconato
negativa y la produccién de gas positiva. En cuanto a la
enterotoxigenicidad, no establecieron alguna relacién con el
biotipo.
» Otros de los autores gue realizaron estudios acerca de la
biotipificacién del género Aeraomonas son Kuijper y col (34 ),
quienes hicieron una comparacion de las caracteristicas
bioquimicas con otros estudios (hibridacién del DNA y la
produccién extracelular de toxinas) para la identificacién de 189
aislamientos de Aeramonas procedentes de heces humanas.

Kuijper y col, establecen que Aeramonas hydraophila hidroliza
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la esculina y la arbutina, produce gas a partir de la

crece en el caldo KCN, fermenta

no produce

lisina descarboxilasa y ﬁlg, no

la arabincsa y la

crece

glucosa,
salicilina,
a 42C, es

citotoxica para las células Vero y produce hemélisis tipo beta.

Resumiendo las pruebas investigadas para Aeramanas
hydraphila se tienen los siguientes resultados:
PRUEBA: RESUL.TADOS PRUEBA RESULTADOS
Indol {+) Rojo de Metilo +
Urea, hidrélisis - Esculina, hidrélisis +
D-glucosa, gas a 37°C (+) Acido a partir de:
Citrato (Simmons ) + D-glucosa +
KCN, crecimiento + Lactosa (-)
HA? - Sacarosa (+)
Fenilalanina desaminasa (-) Maltosa +
Movilidad + L-arabinosa =)
L-lisina descarboxilasa - Rafinosa -
L-aornitina descarboxilasa - mio—-Inositol -
Malonato, utilizacidn + Dulcitol -
Manitol + D-sorbi tol -
Nitrato, reduccién + Salicina (+)
Voges—Proskauer =) Hemolisis (+)
Catalasa + Sensible a 0/129 -

OXIDASA +

+ =90% o mas de cepas positivas
{(+)=51-89% de cepas positivas
(-)=10-50% de cepas positivas .
- =menos del 107 de cepas positivas
3.2. Inmunoldégico.
Reacciones de precipitacién.

La identificacion de Aeromonas hydrophila se ha realizado

por diversas técnicas

utilizada por Peduzzi y col(49)

inmunolégicas,

de entre las
resultsd de 1las mas

cuales la

adecuadas

debido a que existid correlacidn con las pruebas bioquimicas, las

caracteristicas morfolégicas de la bacteria y la

de la prueba.
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Peduzzi y col (49), utilizaron la 1nmunoprecipitacién,
empleando la técnica de la doble difusion de OQuchterlony y la
inmunoelectroforesis. Utilizaron una serie de cepas de referencia
de Aeramonas hydraphila junto con otras de diferente especie de
Aeraomonas Los resultados encontrados indican que cada suero
reacciond con su antigeno especifico pero no con 1los de otras
especies utilizadas, ademads de que concordaban con las pruebas
bioquimicas realizadas paralelamente. Por todo esto, los autores
concluyeraon que la técnica antes mencionada sirve para la
identificacién de Aeramonas hydrophila en forma rapida y precisa.

Reacciones de aglutinacidén.

Entre las primeras pruebas de aglutinacién hechas para
Aeramanas hydrophila estan las realizadas por Adams y
Atkinson(l). En estas pruebas utilizaron diversos tipos de
eritrocitos (humanos, de caballos, de ratas, etc) asi como una-
serie de carbohidratos (L-fucosa, D-galactosa y D-manosa) como
inhibidores de dicha aglutinacién. Estas pruebas tentan como
objetivo establecer un esquema de tipificacidn de Aeromonas
hydrophila con utilidad epidemioldgica, en el que se relacionaba
la capacidad de la cepa de aglutinar cierto tipo de eritrocitos,
(as!{ como su inhibicidn por un azucar especifico) con el origen
de su aislamientn, es decir estos patrones ayudaban a diferenciar
a las cepas de Aeromanas hyvdrophila enteropatégenas causantes de
diarrea de las cepas avirulentas.

De entre los ultimos estudios se encuentran los realizados
por Singh y Sanyal (57), quienes establecieron que Aeromonas
hydraphila presenta actividad hemolftica con eritrocitos humanos
tipo *0" y dicha actividad se ve inhibida con azucares del tipo
de la D-manosa, la L-tfucosa y D-galactosa. AdemAs establececieron
que esta actividad es independiente del origen de las cepas
utilizadas.

3.3 Otros
Prueba de CAMP:
En varias ocasiones se ha visto 1la necesidad en el
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labaratorio clinico, de una identificacidn rapida de Aeromonas
hydrophila , eprincipalmente en cultivos mixtos de heces
provenientes de pacientes con alto riego. Una prueba que brinda
esta posibilidad es la parecida a la de CAMP, debido a que se ha
observado que la bacteria antes mencionada posee un factor
hemol{ tico parecido al que pasee Streptococcus agalactiae, que
produce una hemélisis en forma de flecha cuando se siembra en
forma perpendicular a una cepa de Staphylococcus aureus
praoductora de 3 hemolisina.

Figura y col (20) investigaron la presencia de este factor
en varias especies entre ella Aeromonas hydrophila. Examinaron un
total de 49 cepas, de las cuales 23 pertenecian a la especie
antes mencionada. La siembra se realizé en 2 ~placas de agar
sangre de carnera por cada cepa; una caja se incubd en
condiciones de anaerpbiosis y la otra en aerobiosis a una
temperatura de 37°C durante toda una noche. Encontraron que
Aeramonas hydrophila produce este factor tanto en condicones de
aerobiosis como de anaerobiosis. Para probar que este factor es
exclusivo de Aeromonas hydrophila asi como de otras especies de
este génera, los autores antes mencionados probaron cepas de
bacteria que padian confundirse con Aeromonas como Vibrio
cholerae, Vibrio fluvialis, Vibrio parahaemolyticus y cepas
hemoliticas de Escherichia coli. Casi ninguna produjo dicho
factar, con excepcién de una cepa de Vibrio fluvialis y daos de
Vibrio parahemolyticus en condiciones de aerobiosis. Sin embargo,
estas cepas pueden facilmente distinguirse de las Aeromonas par
su susceptibilidad al agente vibriostatico 0/129 a las que san
sensibles todas las especies de Vibrio y resistente las especies
de Aeromonas. Se plantea esta prueba como sumamente util para la
identitficacion en forma ficil y rapida (aunque en forma
presuntiva) de las especies de Aeromonas incluyendo a Aeromonas

hydrophila.
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IV.— TRATAMIENTO, PREVENCION Y CONTROL.

Dentro del tratamiento de las enfermedades causadas por
Aeromonas hydrophila, se encuentra la administracidén de
antibioticos. La susceptibilidad de este microorganismo se ha
probado desde hace wvarias affas, pern su usn inadecuadao ha
provaocado la aparicion del fendmeno de resistencia, por lo que el
esquema de tratamiento para las diarreas provocadas por esta
bacteria se ha modificado en los ultimos tiempos. Morita y col
(44) han estudiadn este fendmenn de resistencia as!i comn la
susceptibilidad de Aeromaonas hydrophila a una serie de nuevos
antibidticns para el tratamiento de enfermedades causadas por
este microorganisma. Determinaron la concentracién minima.
inphibitoria a la ampicilina, imipenem, ticarcilina,
ticarcilina-clavulanato, piperacilina, cefarolidina, moxalactama,
cefoperazona, cefoxitina, cefuroxima, cefotaxima, ceftriaxona vy
aztreonam.

Tadas las cepas fueron resistentes a la ampicilina, la cual
en un tiempo fue el antibidtico de eleccidén para el tratamiento
de las enfermedades diarreicas causadas por Aeromonas hydrophila;
en cambin, estas mismas cepas fueron susceptibles al aztreonam.
La piperacilina mostré una actividad variable pero sin embargo
fue la mas activa de todas las peniclinas analizadas.

Por los resul tadas obtenidos, las autares sugieren tener en
cuenta la aparicidén de cepas productores de f-lactamasas para
tener mejores resul tados en el tratamiento de dichas
enfermedades diarreicas.
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CONCLUSIONES:

1.~ £] estudio de nuevos tipos de bacterias como lo es Aeromonas
hyvdrophila es de gran importancia para un buen control
epidemioldgico de los diversos tipos de padecimientos que causan.
2.~ Aeromanas hydraphila era una hacteria que pasaba
desapercibida o era confundida con otras como Escherichia cali,
siendo que la primera es oxidasa positiva y la segunda oxidasa
negativa, prueba que es fundamental en la identificacidon de
Aeramanas hydraphila.

3.~ El estudio de esta bacteria se fue incrementando dehido a que
se observd que era el agente causal de muchas enfermedades entre

ellas, y siendo las de mayor importancia por el numero de casos

que se le han atribuido, las de tipo diarreico.

4.~ Los mecanismps de patogenicidad con que cuenta esta bhacteria
SONn muy variados, siendo los principales la adherencia a sus
células blanco y la producciéon de cierto tipo de toxinas, ambos
mecanismos muy efectivos para que la bacteria se establezca en el
hospedador y cause la enfermedad.

5.~El padecimiento causado par Aeramanas hydraphila presenta un
cuadro clinico muy variado y poco caracteristico Que puede
atribuirse a otros agentes causales tipicos de estos
padecimientos. La sintomatologia va desde diarreas leves de corta
duracién hasta cuadros diarreicos parecidos al cdlera
producido por Vibrio chalerae, enfermedad que en la actualidad se
ha convertido en un gran problema de salud publica en México.

b.~ Es necesaria 1la plena identificacion de esta bacteria para
que se de el tratamiento mas adecuado y ast{ se evite lo que en la
mayoria de bacterias, e ipncluso en la misma Aeraomanas
hydrophila ya se ha presentado, el fenémeno de resistencia.

7.- Es necesario tener conocimiento de la existencia de bacterias
poco conacidas como lo es Aeromonas hydrophila para que, como Sse
menciond antes, no pasen desapercibidas o no se confundan con
otras mids conocidas.
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